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Die Invasion von Tumorzellen in umliegendes Gewebe und die Bildung von Metastasen transformieren einen lokal wach-
senden Tumor in eine systemische und lebensbedrohliche Krankheit mit schlechter Prognose. Dabei spielt die aktive Migra-
tion der Tumorzellen eine entscheidende Rolle. Tumorzellen gelangen durch die aktive Zellbewegung in das Lymph- oder 
Blutsystem und breiten sich im Körper aus. Bei der Invasion in ein neues Organ migrieren die Zellen ebenfalls wieder in 
komplexer Weise durch das Gewebe und können schließlich dort Metastasen bilden. Auf Grund der enormen medizini-
schen Relevanz der Tumorzell-Invasion, wird die Bewegung von Tumorzellen seit Jahrzehnten unter Laborbedingungen 
umfassend untersucht und ist ein wichtiger Marker für die Aggressivität der Tumorzellen. Zur Bewegungsanalyse gibt es 
mehrere experimentelle und auch kommerziell erhältliche in-vitro Untersuchungsmethoden. Ziel des interdisziplinären Pro-
jektes „MigChip“ ist die Entwicklung, Herstellung und experimentelle Validierung eines Mikro? uidik-Chips zur verbesserten, 
detailgenauen in-vitro Untersuchung der Tumorzellen-Migration. 
Zellmigration als wichtiger Schritt der 
Metastasierung 
Die Motilität und Migration von 
Zellen ist ein komplexer Vorgang bei 
einer Vielzahl von physiologischen 
aber auch pathophysiologischen Vor-
gängen in unserem Körper. Drastisch 
wirkt sich die invasive Migration von 
Tumorzellen aus (Abb. 1 A). Dabei 
spielen vielfältige Signalmechanismen 
zwischen und innerhalb der Zellen 
sowie die Veränderung der Zell-Ma-
trix-Adhäsion und der Zell-Zellad-
häsion eine entscheidende Rolle (1). 
Die darauf einsetzende Migration der 
Tumorzellen ist ein Vorgang, bei der 
Zellen sich sowohl einzeln als auch in 
Kollektiven ausbreiten können. Abhän-
gig vom Bewegungsmodus der Tumor-
zellen spricht man auch häu? g von ei-
nem amöboiden oder mesenchymalen 
Bewegungsphänotyp. Tumorbedingte 
Veränderungen von Signalwegen und 
Strukturen in den Zellen können das 
invasive Verhalten maßgeblich beein-
? ussen. Um sich durch das Gewebe 
aktiv zu bewegen, müssen Tumorzel-
len sich in der Regel stark verformen 
und durch sogenannte Con? nements, 
also Verengungen zwischen Zellen 
und Extrazellulären Matrix, hindurch-
bewegen (2) (Abb. 1 A). Dazu können 
Tumorzellen auch Substanzen freiset-
zen, welche die Extrazelluläre Matrix 
teilweise au? ösen. Die Zellen geraten 
dann unter Umständen in das Blut- 
oder Lymphsystem, werden durch den 
Körper transportiert und kolonisieren 
andere Organe. Diese zirkulierenden 
Tumorzellen, sogenannte CTS (Circula-
ting Tumor Cells), lassen sich aus dem 
Blut isolieren und auch diagnostisch 
untersuchen, um Prognose und Thera-
pie personalisiert einzustellen. 
Etablierte Testsysteme für das invasive 
Verhalten von Tumorzellen
Auf Grund der enormen medizini-
schen Relevanz des invasiven Verhal-
tens von Tumorzellen gibt es zu die-
sem Themenbereich eine Vielzahl von 
veröffentlichten Untersuchungen und 
entsprechend Entwicklungen von ex-
perimentellen Untersuchungsmetho-
den. Das Verhalten der Tumorzellen 
kann in Tiermodellen sehr realistisch 
nachgestellt werden und zum Beispiel 
durch Verfahren der in-vivo Mikrosko-
pie untersucht werden. Nicht zuletzt 
wegen der Komplexität der Methode 
und ethischen Aspekten der Tierversu-
che basiert allerdings ein großer Teil 
der Untersuchungen zur Migration von 
Tumorzellen auf in-vitro Experimenten 
mit Zellkulturen. Neben klassischen 
einfachen Untersuchungen der Migra-
tion in 2D-Zellkulturschalen gibt es 
auch kommerzielle erhältliche Assays, 
um das invasive Verhalten von Tumor-
zellen zu untersuchen. Insbesondere 
sind Systeme, die auf der sogenannten 
Boyden-Kammer basieren, weit ver-
breitet und werden durch verschiedene 
Hersteller aus dem Bereich der Labor-
Diagnostik vertrieben (Abb. 1 B). Dabei 
handelt es sich prinzipiell um ein ver-
tikales 2-Kammernsystem, bei welcher 
die beiden Kammern durch eine sehr 
dünne Membran mit unregelmäßig an-
gebrachten Löchern von wenigen Mi-
krometern (häu? g ca. 8 ?m Durchmes-
ser) getrennt sind. Tumorzellen werden 
nun in der oberen Kammer auf der 
Membran kultiviert und nach einem 
bestimmten Zeitraum von mehreren 
Stunden wird die ungefähre Anzahl der 
Zellen auf der anderen Seite der Mem-
bran bestimmt. Diese Zellen haben sich 
zuvor über aktive Bewegungsvorgänge 
durch die kleinen Poren gezwängt. Die 
relativen Zahlen lassen sich als soge-
nannter Migrationsindex vergleichen. 
Von besonderem Interesse ist hier die 
Fähigkeit der Zellen (typische Größe 
5 bis 50 ?m), sich durch Verengungen 
(Poren von ca. 8 ?m Durchmesser) zu 
bewegen, was Rückschlüsse auf das 
Beweglichkeit und Verformbarkeit der 
Tumorzellen zulässt. Daraus ergeben 
sich Rückschlüsse auf das invasive Ver-
halten der Tumorzellen. Die Boyden-
Kammer eignet sich prinzipiell auch 
zur Anwendung von Gradienten che-
motaktischer Substanzen, auf welche 
die Zellen reagieren. Nachteil dieses 
klassischen Assays ist, dass die eigent-
lichen Bewegungsvorgänge der Zellen 
durch die Poren nicht beobachtet und 
untersucht werden können. So lassen 
sich beispielsweise keine Mikroskop-
bilder der Zellen bei der Bewegung 
aufnehmen, um ihre Verformung zu 
studieren oder dabei auftretende Ver-
änderungen von Zellstrukturen und 
Organellen durch Fluoreszenzmarkie-
rung beobachten. Das ist insbesonde-
re für die Diagnostik in der Forschung 
der Tumorzellbewegung von Nachteil. 
Hier sind lichtmikroskopische Beob-
horizonte 48/ Oktober 2016- 10 -
Prof. Dr. R. Kemkemer
achtungen, auch von lebenden Zellen, 
zu einem mächtigsten Werkzeug in der 
Zellbiologie geworden. Deshalb gab es 
in den letzten Jahren verschiedene An-
strengungen, Alternativmethoden zur 
Boyden-Kammer zu entwickeln. 
Neuartiges Testsystem für das Tumor-
zellverhalten 
Wesentliches Ziel des Projektes 
„MigChip“, gefördert durch das Pro-
gramm „Innovative Projekte“, war die 
Entwicklung und Validierung eines 
einfachen Chip-Systems, welches die 
lichtmikroskopische Beobachtung der 
Bewegung von Zellen durch verschie-
dene Verengungen erlaubt. Der grund-
sätzliche Aufbau ist in Abbildung 1 C 
schematisch dargestellt.
Wesentlich Anforderungen an den 
Chip sind:
a) Einfache Produktion einer großen 
Zahl von Prototypen für eigene Vor-
versuche und zellbiologische Unter-
suchungen 
b) Eignung für das Live Cell Imaging 
(Mikroskopie) und Hochdurchsatz-
Mikroskopie (Chipformat)
c) Integration verschiedener Größen 
von Verengungen von 3 bis 15 ?m
d) Prinzipielle Eignung des Systems, die 
mechanischen Eigenschaften (Stei? g-
keit) und chemische Funktionalisie-
rung mit Molekülen der Extrazellulä-
ren Matrix zu variieren 
Insbesondere wurde mit Hilfe des 
Chips in ersten Studien untersucht, 
ob es prinzipielle verschiedene Bewe-
gungsmechanismen bei unterschiedli-
chen Tumorzellen gibt und in wie weit 
tumorbedingte Veränderungen des so-
genannten Zytoskelettes die Migration 
der Tumorzellen durch Verengungen 
beein? ussen. Langfristig soll der Chip 
so weiterentwickelt werden, um auch 
aus Patientenblut isolierte, zirkulie-
rende Tumorzellen, sogenannte CTS 
(Circulating Tumor Cells) diagnostisch 
einfach zu untersuchen. Diese Zellen 
und deren aggressives Potenzial könn-
ten zur Bestimmung der  Prognose und 
personalisierte Therapie von Krebspati-
enten herangezogen werden.
Um den oben genannten Anforde-
rungen nach einfacher Produktion in 
ausreichender Stückzahl gerecht zu 
werden, kam als wesentliche Methode 
zur Herstellung der Mikro? uidik-Chips 
die sogenannte „Soft Lithography“ zum 
Einsatz (Abb. 2). Diese Methode wur-
den in den letzten Jahren entwickelt, 
um weiche Polymere räumlich in Grö-
ßen von bis zu wenigen Mikrometern 
oder auch darunter zu modi? zieren 
und wird häu? g zur Herstellung von 
Chip-Systemen für die Zellanalyse ein-
gesetzt (4). Das Grundprinzip dieser 
Methode beruht auf der Strukturierung 
eines Silizium-Wafer mittels konven-
tioneller Fotolithographie, wie sie auch 
in der Halbleiter-Technologie genutzt 
wird.  Dazu wird ein Silizium-Wafer 
mit einem lichtsensitiven Polymer 
(Fotolack) sehr dünn beschichtet, in 
unserem Fall durch sogenanntes Spin-
Coating. Durch UV-Beleuchtung des 
Polymers durch eine Foto-Maske (Abb. 
3 A), bei welcher gewünschte Berei-
che transparent, andere re? ektierend 
sind, kann das Polymer räumlich sehr 
de? niert strukturiert werden. Die nach 
dem Entwicklungsprozess entstande-
ne Struktur, die Masterstruktur, wird 
dann mittels eines anderen, weichen 
Polymers, in der Regel einem Elasto-
mer (Poly(-dimethylsiloxan)) oder Poly-
urethan abgeformt ((Abb. 3 B und C). 
Nach Aufbringung auf einen Glasträger 
ist der Grundaufbau des Mikro? uidik-
Chip fertig. Für den Teilprozess der 
Fotolithographie wird in den meisten 
Laboren in einer staubfreien Reinrau-
mumgebung gearbeitet und zur Belich-
tung ein Mask Aligner verwendet, eine 
kostspielige Apparatur, die meistens 
weit über 100.000 Euro kostet. Um den 
Prozess auch im Reutlinger Hochschul-
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Abb. 1: A) Schematische Darstellung eines Tumors. Mit zunehmendem Wachstum 
können bestimmte Tumorzellen mit einem Migrationsprozess in das umliegende 
Gewebe beginnen und werden dann oft über das Lymph- und Blutsystem im Körper 
verbreitet. (Schema nach (3)) B) Um den wichtigen Teilprozess der Migration durch 
Verengungen bei der Metastasierung zu untersuchen, wird in-vitro der sogenannte 
Boyden-Kammer-Assay eingesetzt. Die Zellen können hier durch Verengungen in 
ein anderes Kompartiment. C) Prinzipieller Aufbau des Mikro-Chips. Die Tumorzel-
len migrieren durch die Verengungen in die nebengelegenen Kompartimente (Pfeil-
richtungen).
Abb. 2: A) Schematische Darstellung der 
Herstellungsschritte bei der “Soft Lithog-
raphy”. Ein “Master-Wafer“ mit entspre-
chender Ober? ächenstruktur wird  durch 
Fotolithographie hergestellt. Dieser “Mas-
ter-Wafer“ wird durch ein Elastomer, häu-
? g Poly(dimethylsiloxane) abgeformt. Das 
PDMS-Replikat wird auf einen Träger (Glas) 
gesetzt, so dass Kanalstrukturen entstehen.
Labor zu etablieren, wurde deshalb im 
Rahmen des Projektes ein „Low Cost 
Lithographie-System“ entwickelt und 
aufgebaut. Dabei wurden UV-LEDs, 
eine simple Elektronik und Optik, so-
wie eine einfache Reinraumkammer 
mit handelsüblichen HEPA-Filtern 
installiert (Abb. 3 D). Die Kosten des 
Systems liegen unter 1.000 Euro. Ein-
fache Chip-Systeme mit Strukturgrößen 
von wenigen Mikrometern können da-
mit bereits produziert werden.
Der Mikro? uidik-Chip erfordert eine 
Reihe von weiteren Modi? kationen, 
um ihn zur Untersuchung der Tumor-
zellbewegung einsetzen zu können. 
Biologische Zellen adhärieren grund-
sätzlich an spezi? sche Molekülen der 
Extrazellulären Matrix (EZM), einem 
komplexen Netzwerk aus oft lagen 
Biomolekülen wie Collagen, Fibro-
nektin oder Hyaluronsäure. Deshalb 
muss die Ober? äche des Elastomers, 
aus welchem der Chip gefertigt wurde, 
noch entsprechend mit EZM-Molekü-
len biofunktionalisiert werden. Dies 
kann durch einfache Physisorption der 
Moleküle aus Lösungen erfolgen, was 
für einige der untersuchten Moleküle 
eine ausreichend homogene Funktio-
nalisierung ergeben hat. Andere Strate-
gien wurden im Verlaufe des Projekts 
entwickelt und getestet, werden hier 
aber nicht weiter dargestellt.  
Untersuchungen der Tumorzellmigra-
tion 
Insgesamt wurden mehrere verschie-
dene Chip-Systeme mit verschieden 
Layout und EZM-Funktionalisierungen 
realisiert und mit etablierten Tumor-
zelllinien getestet. Kanalgrößen von 
3, 5, 7, 10 und 15 ?m kamen in der 
Regel zum Einsatz und erwiesen sich 
für die meisten Untersuchungen als 
geeignet. Ein Beispiel für Kanalstruk-
turen ist in Abbildung 4 A zu sehen. 
Die Mikro? uidik-Chips erlaubten eine 
genaue Beobachtung von Bewegungs-
prozessen der Zellen mit Hilfe von 
lichtmikroskopischen Methoden bis 
hin zur Fluoreszenzmikroskopie. Mit-
tels automatisierter Live Cell Mikro-
skopie wurden die Zellen unter phy-
siologischen Bedingungen bei 37°C 
und entsprechender Gasatmosphäre 
(5% CO2) beobachtet und die Bilder 
anschließend mit Bildverarbeitungs-
routinen analysiert. Beispielhafte Auf-
nahmen sind in Abbildung 4 B und C 
zu sehen. Dort sind MDA-MB 231 Zel-
len, eine Modell-Zelllinie (Brustkrebs, 
Adenokarzinom), in zwei verschieden 
großen Kanalstrukturen auf dem Mi-
kro-Chip zu sehen. Die Zellen sind in 
der Lage, selbst durch nur 3 ?m weite 
Kanäle zu migrieren, was eine extreme 
Verformung verlangt (Abb. 4 C). In Ab-
bildung 4 D ist beispielhaft die Migrati-
on einer Tumorzelle durch einen Kanal 
in einer Bildsequenz über 200 Minuten 
dargestellt. 
In mehreren biologischen Modelstu-
dien wurden die Prototyp des Chips 
sehr erfolgreich eingesetzt, Details der 
Ergebnisse können hier nicht darge-
stellt werden. Beispielhaft konnte von 
unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, 
wie in Pankreas-Tumorzellen (Panc-1) 
krankheitsbedingte Veränderungen 
des Keratin-Zytoskeletts, das invasiven 
Migrationsverhalten der Zellen verän-
dern.  Die Zugabe von Sphingosilpho-
phorilcholin (SPC), eines nativ vorkom-
menden Phospholipids, induziert eine 
Kondensation des Keratinnetzwerkes 
um den Kern, so dass die Zellen insge-
samt weicher werden. Dadurch erhöht 
sich die Ef? zienz der Zellen, durch 
enge Kanäle mit 7 ?m Durchmesser 
zu wandern nahezu um den Faktor 3. 
Wobei die Migrationsgeschwindigkeit 
unverändert bleibt. Weiterhin konnte 
gezeigt werden, dass die Geschwin-
digkeit und das invasive Verhalten von 
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Abb. 4: A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von Kanalstrukturen im Migration-Chip- 
Durch diese Verengungen migrieren die Tumorzellen bei den entsprechenden Untersuc-
hungen, wie beispielhaft in B) (10 ?m Kanalbreite) und C) (3 ?m Kanalbreite) dargestellt. 
D) Eine Zeitserie von Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen zeigt die aktive Migration 
einer Tumorzelle durch einen Mikrokanal mit 7 ?m Breite. Die Zeitangaben sind in Mi-
nuten gegeben (jeweils oben links). Die weißen Pfeile deuten zur Verdeutlichung auf die 
Zell. Entsprechende Bildsequenzen werden analysiert und quanti? ziert.
Abb. 3: A) Skizze eines beispielhaften Masken-Layouts für die Lithographie. B) Mas-
ter-Wafer beim Abformungsprozess. Die Abformung lässt sich sehr oft wiederholen. 
C) PDMS-Replikat zur weiteren Verwendung für die Herstellung des Chips. B) Eigen-
bau eines „Low-Cost Mask Aligner“ mit Reinraumfunktion für die Fotolithographie.
MDA-MB 231 Zellen von der Art der 
EZM-Beschichtung anhängen und die 
Migration durch verschiedene Inhibito-
ren zentraler intrazellulärer Signalwe-
ge modelliert werden kann. Durch den 
Einsatz von Fluoreszenzmikroskopie 
und ? uoreszierenden Proteinen kön-
nen relevante intrazelluläre Vorgänge 
nun in lebenden Zellen beobachtet 
werden. In einem anderen Teilprojekt 
konnten interessante Untersuchungen 
zur Migration von Tumorzellen in Co-
Kultur mit Macrophagen-ähnlichen 
Zellen durchgeführt werden. Entspre-
chende Daten sollen in Fachzeitschrif-
ten publiziert werden. 
Zusammenfassung
Die invasive Migration von Tumorzel-
len ist ein komplexer Vorgang, der auf 
intrazellulären Veränderungen beruht, 
aber von Signalen der extrazellulären 
Umgebungen maßgeblich beein? usst 
und moduliert wird. So rückt in den 
letzten Jahren zunehmend die in vitro 
Untersuchung von Tumorzellen und 
deren invasiven Verhalten in 2D und 
3D-Kultursystemen in den Fokus (5). 
Methoden aus der Mikrotechnik bieten 
umfassende Möglichkeiten, entspre-
chende Assays herzustellen. Im Rah-
men dieses Projektes wurden verschie-
dene Chips hergestellt und erfolgreich 
in verschiedenen zellbiologischen Un-
tersuchungen mit Tumorzellen verwen-
det, auch in Kooperation mit Arbeits-
gruppen aus der Biomedizin. Aufgrund 
der vielen sehr komplexen Fragen um 
das Thema „Migration von Tumorzel-
len“, ist eine weitere Verwendung in 
zellbiologische Studien abzusehen.  In-
teressante Optionen ergeben sich auch 
für kleine Labore durch Nutzung von 
Low-Cost Lithographie-Systemen, die 
sich zu Herstellung einfacher Systeme 
durch Soft Lithography eignen.
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